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RESUMO 
O câncer colorretal (CCR) causa anualmente 1,3 milhões de novos casos 
e mais de 650.000 mortes em todo o mundo e está relacionado a 
diversos fatores como a dieta e estilo de vida (câncer esporádico), e com 
a predisposição genética (câncer hereditário).A carcinogênese colorretal 
é um processo gradual que pode durar vários anos, sendo assim, ações 
quimiopreventivas podem ser estudadas a fim de parar ou alterar o curso 
do processo maligno. Muitos estudos demonstraram que lesões pré-
malignas podem ser revertidas ou impedidas farmacologicamente, como 
por exemplo, com o Ácido Acetilsalicílico (AAS). Outro grupo de 
compostos quimiopreventivos são os antioxidantes, tais como a vitamina 
C (VC), que pode neutralizar os radicais livres e impedir que as 
moléculas vitais, como DNA e proteínas, sejam danificadas. Dessa 
forma, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos quimiopreventivos 
da VC e do AAS, isolados e combinados, em modelo animal de CCR. 
Para o presente estudo foram utilizados 80 camundongos Balb-c adultos, 
fêmeas e machos, divididos em 8 grupos (n=10): Controle Negativo, 
Controle Positivo, VC (0,15mg) +  Ácido etilenodiaminotetracético 
(EDTA), AAS (6mg) + EDTA, VC e AAS + EDTA, VC + DMH, AAS 
+ DMH e VC e AAS + DMH.  Os animais foram tratados com a VC ou 
AAS durante as 12 semanas do experimento e o protocolo de indução 
química do CCR incluiu duas injeções intraperitoneais de DMH 
(40mg/kg) ou EDTA na 4ª e na 5ª semana de tratamento. No final da 12ª 
semana foi realizada uma coleta de sangue via retro-orbital e em seguida 
os animais foram submetidos à eutanásia para a dissecção do cólon e 
fígado, para as posteriores análises de estresse oxidativo, do Ensaio 
Cometa e do Teste de Criptas Aberrantes. Os resultados do estresse 
oxidativomostraram que a VC e o AAS, reduziram significativamente a 
produção de espécies reativas de oxigênio, as concentrações de óxido 
nítrico e a carbonilação de proteínas nos animais expostos à DMH, além 
disso, a VC e o AAS também aumentaram a atividade das enzimas 
Catalase e a Superóxido Dismutase no animais expostos à DMH. Na 
análise do Ensaio Cometa, a VC não apresentou ação antigenotóxica no 
sangue dos animais que expostos à DMH, porém quando foram 
avaliados somente os danos oxidativos causados pela DMH, a VC 
reduziu os danos. No fígado, VC apresentou ação antigenotóxica, nas 
duas versões do Ensaio Cometa. O AAS (isolado) e os dois compostos 
combinados (VC e AAS) também apresentaram ação antigenotóxica nos 
dois tecidos avaliados e nas duas versões do Ensaio Cometa. Na análise 
das Criptas Aberrantes, a VC e o AAS, isolados ou combinados,  
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demonstraram um efeito anticarcinogênico no cólon dos animais 
expostos à DMH. Em suma, os resultados mostraram os efeitos 
quimiopreventivos da VC e do AAS no desenvolvimento da 
carcinogênese colorretal, sugerindo que esses compostos podem no 
futuro ser utilizados na prevenção primária do CCR em humanos. 
 
Palavras-chave: Ácido Acetilsalicílico; Câncer Colorretal; Criptas 
aberrantes; Dano ao DNA; Quimioprevenção; Vitamina C. 
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ABSTRACT 
The colorectal cancer (CRC) causes yearly 1,3 million of new cases and 
more than 650.000 deaths around the world. The CRC is influenced by 
many factors, related to diet, lifestyle (sporadic cancer) whereas others 
have a strong genetic predisposition (hereditary cancer). The colorectal 
carcinogenesis is a gradual process which can lasting many years, and 
chemopreventive actions must be studied aiming to reduce the 
malignant cascade. Several studies have demonstrated that pre-
malignant lesions could be pharmacologically reversed by 
Acetylsalicylic Acid (ASA) use. Another group of compounds is the 
antioxidants, such as vitamin C (VC) which can interact with free 
radicals blocking vital molecules damage. Thus, the objective of this 
study was to evaluate the chemopreventive effects of VC and ASA, 
isolated and combined, in an animal model of CRC. We carried out an 
experiment with 80 Balb-c adult mice with 12 weeks of duration. The 
animals were divided in 8 groups: negative control, positive control, VC 
+ Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), ASA (6mg) + EDTA, VC 
(0,15 mg) and ASA + EDTA, VC + DMH, ASA + DMH, VC and ASA 
+ DMH. The animals received ASA and VC daily during 12 weeks, and 
DMH induction was made during the 4th and 5th week of treatment 
with a dose of 40 mg/kg twice a week. In the end of 12th week blood 
samples from the retroocular venous plexus was taken and after that the 
animals were sacrificed on week 12 of the experiment. Then the animals 
were submitted at laparotomy to remove the medium-distal colon and 
small fragment of the liver. The analyses were: Parameters of oxidative 
stress, Comet Assay and Aberrant Crypt Foci detection. The results of 
oxidative stress showed that VC and ASA reduced the production of 
reactive oxygen species, such as nitric oxide concentrations and 
carbonylation of proteins from animals exposed to DMH, and VC and 
ASA also increased the activity of enzymes Catalase and Superoxide 
Dismutase in the animals exposed to DMH. In the Comet Assay, VC did 
not demonstrate antigenotoxic effect in the blood of animals who 
received DMH induction, however when only the oxidative damage to 
DNA was evaluated, the VC was able to reduce de oxidative damage. In 
the liver, with the both versions of comet essay, the VC presented 
antigenotoxic action as well as the AAS and the combination of both. In 
the aberrant crypt evaluation all the pharmacological interventions has 
demonstrated anti carcinogenic effect in the animals exposed to DMH. 
In conclusion, the results have shown the chemopreventive effects of 
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VC and ASA in an experimental model of colorectal carcinogenesis, 
reinforcing the importance of primary prevention of CRC in humans. 
 
Keywords: Aberrant crypts; Acetylsalicylic Acid, Chemoprevention; 
Colorectal Cancer; DNA damage; Vitamin C. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 CÂNCER COLORRETAL 
 
O câncer colorretal (CCR) é o terceiro diagnóstico mais comum 
em homens e o segundo em mulheres. A cada ano são registrados 
mundialmente 1,3 milhões de novos casos e mais de 650.000 mortes 
(Torre et al., 2015). Nos últimos anos, o número de indivíduos com 
CCR tem aumentado em todo o mundo, sendo uma das principais causas 
de morte na maioria dos países desenvolvidos (Winawer, 2007; Center 
et al., 2009).  
No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA) 
(2014), em 2013 foram registradas 13.961 mortes relacionadas com os 
cânceres de cólon e reto, e para o ano de 2016 foram estimados 34.280 
novos casos, sendo 16.660 em homens e 17.620 em mulheres (INCA, 
2016).  
A patogênese do CCR é muito complexa e diversificada, sendo 
influenciada por vários fatores, alguns dos quais estão relacionados com 
a dieta e o estilo de vida (câncer esporádico), enquanto outros com a 
predisposição hereditária (câncer hereditário) (Xie e Itzkowitz, 2008). 
Outro fator de risco (não modificável) importante é a idade. As chances 
de desenvolver o câncer aumentam a partir dos 40 anos, porém a 
população na faixa etária dos 70 anos é mais afetada (Haggar e 
Boushey, 2009).  
A grande incidência dos casos de CCR está relacionado com 
fatores esporádicos, enquanto aproximadamente 5% são hereditários 
(Jasperson et al., 2010). As síndromes hereditárias colorretais se 
dividem em duas classes, a primeira é denominada polipose 
adenomatosa familiar, e se caracteriza por mutações no gene APC na 
linhagem germinal (Halbert et al., 2004; Hadley et al., 2011). A segunda 
é a síndrome de Lynch, também conhecida como câncer colorretal não 
poliposo, e é causada por mutações nos genes do sistema de reparo de 
bases mal pareadas, também chamado de Mismatch Repair (MMR) 
(Van Duijvendijk et al., 2000; Yurgelun et al., 2012).  
Os cânceres de cólon mais frequentes começam como um 
crescimento benigno conhecido como pólipo que se desenvolve no 
revestimento interno do cólon ou reto. Os pólipos mais comuns são 
denominados adenomatosos ou adenomas (Stryker et al., 1987). Os 
adenomas surgem a partir de células glandulares produtoras de muco, 
responsáveis pela lubrificação do intestino grosso. Embora todos os 
adenomas tenham a capacidade de se tornarem malignos, calcula-se que 
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menos de 10% progridam para um câncer invasivo (Levine e Ahnen, 
2006; Risio, 2010). 
Estudos têm demonstrado fortes evidências de que o fenômeno 
inicial, que induz as células normais do cólon a se tornarem pólipos 
adenomatosos, pode ser desencadeado por agentes genotóxicos 
existentes no lúmen intestinal (Ribeiro et al., 2008; Priolli et al., 2013). 
Os agentes genotóxicos são caracterizados por uma atividade biológica 
primária ou metabólica capaz de alterar o DNA. A genotoxicidade 
ocorre quando as células estão expostas a agentes tóxicos resultando em 
mudanças na estrutura dos cromossomos (clastogênese) ou na sequência 
de DNA (mutagenicidade) (Ribeiro et al., 2008). Sabe-se que os danos 
oxidativos no DNA, por exemplo, são causados por espécies reativas de 
oxigênio (ERO), espécies reativas de nitrogênio (ERN) ou pelos grupos 
metila. Estes radicais estão relacionados com a inflamação da mucosa 
do cólon e, possivelmente, com o desenvolvimento de câncer no trato 
digestivo (Ames et al., 1993). Essas alterações oxidativas no DNA das 
células do cólon podem aumentar o número e o tamanho dos focos de 
criptas aberrantes (FCA) (Traverso et al., 2002). Os FCA são pólipos 
adenomatosos benignos que se desenvolvem em um adenoma avançado 
com displasia de alto grau e, em seguida, progridem para um câncer 
invasivo. São considerados biomarcadores intermediários confiáveis 
para carcinogênese colorretal, tanto em humanos quanto em modelos 
animais (Bird, 1995).  
Alterações genéticas e epigenéticas estão relacionadas com a 
variabilidade da patogênese colorretal. Elas seguem um padrão de 
múltiplos estágios teorizado por Fearon e Vogelstein (1990). Tais 
alterações são diretamente responsáveis por um evento específico dentro 
da sequência que conduz ao CCR, contribuindo para o “início” da 
transformação neoplásica do epitélio saudável ou determinam a 
"progressão" para estágios mais malignos da doença (Colussiet al., 
2013), ou seja, a transição do epitélio normal de adenoma para 
carcinoma está associada com eventos moleculares adquiridos (Dudok 
et al., 1998; Douma et al., 2010; Levine et al., 2010).  
A progressão do CCR pela via adenoma-carcinoma compreende 
a sequência clássica de mutações nos genes APC – K-ras – DCC – p53 
(Figura 1) (Kim, 1997). 
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Figura 1: Sequência clássica de mutações da via da IC ou adenoma-carcinoma 
(Adaptado de Kim, 1997). 
 
Pesquisas têm observado que a mutação inicial na via da 
instabilidade cromossômica ocorre no gene supressor de tumor APC, 
envolvido em ambos os CCRs, esporádico e hereditário (Shihet al., 
2001; Sieber et al., 2002). Sua inativação resulta num aumento da 
sinalização da via conhecida como WNT, através da incapacidade de 
degradar β-catenina. O acúmulo de β-catenina no citoplasma, por sua 
vez, induz à sua translocação para o núcleo estimulando os fatores de 
transcrição, aumentando assim a proliferação, diferenciação, migração e 
adesão das células colorretais (Sparks et al., 1998; Morin et al., 1997). 
As mutações iniciais da via da instabilidade cromossômica, 
acima mencionadas são seguidas por eventos subsequentes que 
promovem novas mutações e facilitam a progressão dos estágios 
tumorais, benigno para maligno (Colussi et al., 2013). A transição de 
adenoma para carcinoma é determinada, em primeiro lugar pelo gene K-
ras, um proto-oncogene que codifica a proteína de GTPase envolvida na 
transdução da propagação de sinais extracelulares, por exemplo, as 
MAP quinases (MAPKs). As mutações de K-ras levam a um estado 
permanentemente ativo, o qual permite que a célula evite a apoptose e 
adquira uma vantagem de crescimento. Mais de 90% das mutações no 
gene K-ras acontecem nos códons 12 e 13 (Malumbres e Barbacid, 
2003). As mutações no códon 12 conferem um fenótipo mais 
oncogênico do que as mutações no códon 13, pois estas estão mais 
envolvidas na transição adenoma-carcinoma, além de predispor as 
células tumorais para a invasão local e metástase (Guerrero et al., 2000). 
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A inativação do gene p53 está frequentemente presente nas 
fases posteriores da tumorigênese colorretal (Baker et al., 1990). Uma 
única mutação no p53 pode estimular intensamente a atividade 
proliferativa da célula devido à perda do controle do ciclo celular e da 
apoptose (El-Deiry et al., 1993). Outra função relacionada com o p53 é a 
regulação do balanço energético através da ativação da via da AMPK 
(proteína quinase ativada por adenosina monofosfato) (Morikawa et al., 
2012). Esse gene também interage com ciclooxigenase-2 (COX-2), que 
desempenha um papel importante na promoção da inflamação e na 
proliferação celular no CCR (Swamy et al., 2003). 
A carcinogênese colorretal é um processo gradual que pode 
durar vários anos, desde o seu início com um único evento mutacional 
em uma célula, até a malignidade detectável. Por essa razão, várias 
ações quimiopreventivas podem ser realizadas ou testadas em diversos 
modelos experimentais, como por exemplo, em modelos animais com a 
finalidade de parar ou alterar o curso do processo patológico (Roncucci 
e Mariani, 2015). 
 
1.2 MODELOS ANIMAIS DE CCR 
 
Atualmente, existem diversos modelos animais para estudar o 
CCR. Cada um mimetiza, em parte, a carcinogênese colorretal humana, 
sendo possível, testar diversas modalidades terapêuticas que não seriam 
viáveis em seres humanos. Há três tipos de modelos animais de CCR, os 
modelos de camundongos geneticamente modificados, que são úteis 
para estudar a importância de alterações genéticas específicas, os 
modelos induzidos quimicamente, que imitam o CCR esporádico 
humano e são frequentemente usados para estudar a influência da dieta 
no processo de carcinogênese, bem como estratégias de 
quimioprevenção, e os modelos de inoculação de células tumorais que 
são utilizados para analisar o potencial metastático do CCR. Como 
nenhum desses modelos abrange o processo de desenvolvimento do 
CCR por inteiro, é importante escolher um modelo adequado para 
abordar uma questão científica específica (Tonget al., 2011). 
A pesquisa básica do CCR cresceu com modelos animais, 
principalmente com roedores, que se tornaram os pilares para a 
compreensão da patogênese e para o desenvolvimento de novas terapias 
(Moser et al., 1990; Edelmann e Edelmann, 2004; Reichling et al., 
2005). Os roedores possuem muitas vantagens, como por exemplo, 
semelhanças anatômicas e biológicas em relação aos humanos, tamanho 
pequeno, facilidade de manuseio, capacidade de reprodução, curto 
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tempo de gestação e manipulação genética acessível, por essa razão, são 
tão utilizados na pesquisa pré-clinica (Maddison e Clarke, 2005; Frese e 
Tuveson, 2007; He et al., 2015).  
Os modelos animais mais utilizados são os que induzem a 
carcinogênese colorretal quimicamente, pois são rápidos e de fácil 
reprodução, além de mimetizarem a via adenoma-carcinoma que ocorre 
no câncer humano (Tonget al., 2011). A 1,2-dimetilhidrazina (DMH) ou 
o seu metabólito azoximetano (AOM) são os carcinógenos clássicos 
para a indução do CCR em animais (Choudhary e Hansen, 1998). A 
DMH induz tumores de origem epitelial com histologia, morfologia e 
anatomia semelhantes às neoplasias de cólon humanas e, portanto, é 
considerada um excelente carcinógeno para estudar modelos animais de 
CCR (Maskens, 1976). 
Alguns estudos confrontam diversas linhagens de roedores, com 
a finalidade de verificar a sensibilidade aos carcinógenos do CCR, como 
por exemplo, no estudo de Delker et al. (1999) os camundongos SWR/J 
e A/J demonstraram sensibilidade ao AOM, por desenvolverem tumores 
no cólon distal, enquanto que camundongos AKR/J apresentaram 
resistência a esta droga. Em outro estudo, Nambiar et al. (2003) 
constataram que as linhagens FVB, 129SvJ, C57Bl/6J, AKR/J e DBA/2J 
são relativamente resistentes ao AOM e a DMH. E os autores Suzuki et 
al. (2006) submeteram quatro linhagens de camundongos ao protocolo 
com AOM e observaram 100% de frequência tumoral em camundongos 
Balb-c, 50% em C57BL/6N e as linhagens C3H/HeN e DBA/2N não 
desenvolveram tumores no cólon, os autores concluíram que a linhagem 
Balb-c foi a mais indicada para a indução química do CCR.  
 
1.2.1 Modelo animal de CCR induzido pela DMH 
 
A DMH é uma droga pertencente à classe das hidrazinas, que 
são substâncias sintéticas, líquidas, incolores e voláteis que contêm dois 
átomos de nitrogênio unidos por uma única ligação covalente. São 
fabricadas a partir de produtos químicos como a amônia, dimetilamina, 
peróxido de hidrogênio e o hipoclorito de sódio. As hidrazinas mais 
comuns são a hidrazina anidra utilizada como combustível em foguetes 
e espaçonaves, a 1,1-dimetilhidrazina usada para produzir 
medicamentos, produtos químicos agrícolas e espumas plásticas e a 
DMH, que não possui uso comercial, porém sua aplicação se restringe a 
laboratórios de pesquisa, pois é utilizada exclusivamente para induzir 
CCR em roedores (Choudhary e Hansen, 1998). 
6 
 
A Agência Internacional de Pesquisa sobre o Câncer (IARC) 
define a DMH como um composto genotóxico e classifica-a na 
categoria do Grupo 2A (carcinógenos prováveis para humanos) (IARC, 
1999). De fato, muitos estudos in vivo sobre a genotoxicidade da DMH 
têm relatado resultados positivos. Agner et al. (2005) observaram danos 
significativos nas células do cólon de ratos Wistar induzidos pela DMH 
e Hobbs et al. (2015) verificaram danos em células hepáticas de ratos 
Sprague Dawley em diferentes doses de DMH. 
Neste contexto, LaMont e O'Gorman (1978) definem a DMH 
como um agente pró-cancerígeno, ou seja, que requer uma ativação 
metabólicapara se tornar um carcinógeno ativo. Esse processo ocorre no 
fígado, onde a DMH é oxidada pelo ácido β-glucurônico, gerando o 
metabólito azometano, posteriormente, este é transformado em AOM, 
que, por sua vez, é hidroxilado para metilazoximetano (MAM) pelo 
Citocromo P450 2E1 (CYP2E1). O MAM pode ser secretado na bile e 
transportado através do ducto biliar para o cólon ou entra diretamente 
nos colonócitos pela circulação sanguínea (Weisburger, 1971; LaMont e 
O'Gorman, 1978; Farber e Gerson, 1984; Fiala e Stathopoulos, 1984; 
Yagi, 1987). O MAM é um composto instável que sofre decomposição 
espontânea, dando origem ao formaldeído e ao metil diazônio (Figura 
2). Este último é o principal responsável pela alquilação de 
macromoléculas no cólon (Fiala, 1977; Fiala et al., 1978; Fiala et al., 
1984). 
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Figura 2: Metabolização da 1,2-dimetilhidrazina (Adaptado de Druckrey, 1973). 
 
 
Durante o processo de metabolização da DMH, quando o 
metabólito reativo MAM é formado, ocorre a adição de grupos metila na 
posição O6 ou N7 da guanina (O6-metil-desoxiguanosina e N7-metil-
desoxiguanosina) na molécula de DNA. A metilação na posição O6 da 
guanina (Figura 3) é a principal lesão pro-mutagênica produzida pela 
metabolização da DMH (Delker et al., 1998). 
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Figura 3: Modelo da metilação do oxigênio ligado ao carbono seis da guanina 
causado pela DMH. Tal metilação resulta na alteração da ligação de hidrogênio 
entre nucleotídeos, no caso o que seria uma ligação entre G:C se torna uma 
ligação A:T (Adaptado de Pinto, 2012). 
 
Os tumores induzidos pela DMH compartilham muitas 
características histopatológicas do CCR humano e frequentemente 
carregam mutações nos genes K-ras e β-catenina. Alguns tumores 
induzidos pela DMH também podem estar relacionados com a via da 
instabilidade de microssatélites, o que indica uma falha no sistema de 
reparo do DNA. Já mutações no gene APC, que no caso do CCR 
humano são as mutações iniciais, em roedores no modelo de indução 
química com a DMH aparecem apenas como mutações tardias (Kobaek 
et al., 2000). 
A tumorigênese colorretal em modelos animais induzida pela 
DMH ou AOM, envolve um processo gradual que se inicia com a 
formação de criptas aberrantes (CA) hiperplásicas, CA displásicas, 
adenomas e por fim carcinomas (Perse e Cerar, 2011). Cada uma dessas 
alterações histopatológicas compreende uma mutação específica, 
acometendo os seguintes genes em sequência: K-ras, β-catenina e APC. 
Essas mutações também são encontradas no CCR esporádico humano. 
Além disso, cada estágio da tumorigênese colorretal também abrange 
alterações epigenéticas particulares como demonstrado na figura 4 
(Perse e Cerar, 2011).   
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Figura 4: Alterações fenotípicas, genéticas e epigenéticas envolvidas no 
desenvolvimento da tumorigênese colorretal em roedores induzido pela 
DMH/AOM (Adaptado de Perse e Cerar, 2011). 
 
Como citado anteriormente a DMH causa muitas alterações 
moleculares e histopatológicas semelhantes às que ocorrem nos tumores 
colorretais humanos, por esse motivo, é utilizada frequentemente em 
muitos estudos com modelos animais sobre a quimioprevenção do CCR 
(Choudhary e Hansen, 1998). 
 
 
1.3 QUIMIOPREVENÇÃO DO CCR 
 
A quimioprevenção pode ser definida como a utilização de 
compostos sintéticos ou naturais que previnem o desenvolvimento do 
câncer por inibição da etapa de iniciação da carcinogênese ou da 
progressão da malignidade (Wu et al., 2011). Desta forma, agentes que 
exercem efeitos antigenotóxicos e antimutagênicos podem ser usados 
também como compostos quimiopreventivos. Esses agentes podem 
atuar através de diferentes mecanismos, como por exemplo, protegendo 
as células dos danos oxidativos, melhorando o sistema de reparo do 
DNA ou interagindo diretamente com o composto mutagênico e, assim, 
impedindo sua interação com DNA (Ferguson, 1994). 
Por mais de um de século, o principal objetivo do controle do 
câncer tem sido a prevenção (Curry et al., 2003). Atualmente, há duas 
estratégias de prevenção contra o CCR em execução, à prevenção 
primária, quereduz a incidência da doença afetando os fatores de risco, e 
a prevenção secundária, que visa à detecção precoce de lesões pré-
neoplásicas ou neoplásicas no intestino grosso em populações com uma 
alta predisposição de desenvolver o câncer (Varmus, 2006; Roncucci e 
Mariani, 2015). 
Os dados disponíveis indicam que a prevenção primária do 
CCR é viável, onde aproximadamente 70% destes podem ser, pelo 
menos em teoria, evitáveis por mudanças na dieta e no estilo de vida 
(Giovannucci, 2002). Pelo fato do desenvolvimento do CCR ser um 
processo de várias etapas, que ocorre ao longo de um período de 10 
anos, acaba por proporcionar assim uma oportunidade para a prevenção 
e detecção precoce (Winawer et al., 2003). A triagem e remoção dos 
pólipos iniciais são intervenções também bastante eficazes de prevenção 
do CCR (Winawer et al., 2003; Lieberman et al., 2012). No entanto, 
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juntamente com os esforços de triagem, precisamos de uma estratégia 
específica de prevenção para os pacientes com alto risco de 
desenvolvimento de CCR, seja pela predisposição hereditária ou a 
susceptibilidade aos fatores de risco. 
 Muitos estudos tem investigado a ação dos antioxidantes como 
compostos quimiopreventivos, pois eles podem interagir com os radicais 
livres e impedir que as moléculas vitais sejam danificadas (Osmak et al., 
1997). Os mecanismos antioxidantes de defesa podem ser divididos em 
duas categorias diferentes. Em primeiro lugar, as enzimas com 
propriedades antioxidantes sintetizadas pelo corpo humano e o segundo 
grupo, as substâncias antioxidantes obtidas a partir da dieta, como por 
exemplo, as vitaminas C (VC) e E. De fato, estudos têm relacionado os 
baixos níveis sanguíneos de nutrientes antioxidantes, tais como a VC, 
com um maior risco de desenvolver o câncer (Ames, 2001; Mikirova et 
al., 2013). 
Outros compostos que estão sendo estudados como 
quimiopreventivos do CCR são os medicamentos, porque as lesões pré-
malignas podem ser revertidas ou impedidas farmacologicamente (Umar 
et al., 2012).  Até o presente momento, vários medicamentos têm sido 
apontados como candidatos contra o CCR. Estes incluem a aspirina (um 
anti-inflamatório não esteroide - AINE) (Coyle et al., 2016; Emilsson et 
al., 2017), as estatinas (medicamentos utilizados para o tratamento da 
hipercolesterolemia) (Demierre et al., 2005; Ananthakrishnan et al., 
2016; Voorneveld et al., 2017) e a metformina (medicamento 
amplamente prescrito para diabetes mellitus tipo II) (Shaw et al., 2005; 
Bekusova et al., 2016; Lee et al., 2017), que exibem efeitos 
quimiopreventivos em estudos epidemiológicos e experimentais, tanto 
in vitro como in vivo.  
Como citado anteriormente, a quimioprevenção é eficaz contra 
o desenvolvimento do CCR, várias drogas e compostos naturais têm 
sido investigados isoladamente por suas capacidades quimiopreventivas. 
Entretanto, outra maneira de estudar esses compostos é de forma 
combinada, pois podemotimizar as propriedades quimiopreventivas ao 
mesmo tempo em que reduz as concentrações e os efeitos adversos 
(Burn et al., 2011). Muitos estudos avaliaram a aspirina isoladamente, 
concluindo que uso prolongado poderia diminuir a incidência de certas 
neoplasias malignas, incluindo o CCR (Wang e DuBois, 2006). Além da 
aspirina, a VC vem ganhando destaque, pois há várias pesquisas sobre a 
sua eficácia contra diversos tipos de câncer. (Ames, 2001; Mikirova et 
al., 2013). A combinação dessas duas substâncias pode ser em teoria, 
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uma ótima estratégia de quimioprevenção contra o CCR, pois ambas 
atuam em diferentes etapas da carcinogênese. 
 
 
1.4 VITAMINA C 
 
A VC, também conhecida como ácido ascórbico é um dos mais 
poderosos e bem conhecidos antioxidantes nutricionais encontrados em 
frutas e vegetais frescos, onde está disponível na sua forma reduzida, 
ácido ascórbico, ou na sua forma oxidada, ácido dehidroascórbico 
(DHA) (Figura 5) (Deutsch, 2000; Lee et al., 2003; Padayatty et al., 
2003). 
 
 
Figura 5: Estrutura química do ácido ascórbico e do ácido dehidroascórbico 
(Adaptado de Mamede et al., 2012) 
 
A VC é uma lactona com seis átomos de carbono, que é 
sintetizada a partir da glicose, no fígado de muitas espécies de 
mamíferos (Naidu, 2003). No entanto, os seres humanos perderam 
evolutivamente a enzima gulonolactona oxidase, essencial para a síntese 
de 2-ceto-l-gulonolactona, seu precursor direto. Como resultado, os 
seres humanos absorvem a VC exclusivamente da dieta. Assim, ela 
entra nas células através dos seus transportadores dependentes de sódio 
(SVCT), em um processo favorecido pelo gradiente eletroquímico de 
sódio. No organismo há dois tipos de SVCT, o SVCT1 que está presente 
em maior quantidade no fígado, rins e intestino, e o SVCT2 presente no 
cérebro e olhos. O SVCT1 assegura a absorção e reabsorção intestinal e 
renal da VC (Michels et al., 2013). 
A VC age como um agente quelante, atenuando a morte celular 
oxidativa, inibindo a apoptose induzida pela enzima ácido graxo sintase 
e modulando a proteção genômica através da redução de ERO 
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intracelulares (Han et al., 2007; Antonio-Garcia e Massó-Gonzalez, 
2008; Chang et al., 2012). De fato, a propriedade antioxidante da VC 
contribui na redução dos danos oxidativos no DNA e no 
desenvolvimento do câncer, pois neutraliza a ação das ERO e de outros 
radicais livres que danificam a molécula de DNA (Wiseman e Halliwell, 
1996). Essa neutralização ocorre porque os radicais livres precisam de 
um par de elétrons para se tornarem estáveis e como a VC é uma 
excelente fonte de elétrons, ela doa para os radicais livres, refletindo 
assim, na sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo (Padayatty et 
al., 2006).  
Alguns estudos mostram o efeito protetor da VC sobre o DNA, 
como por exemplo, no estudo de Naeeji et al. (2017), no qual analisaram 
o efeito radioprotetor da VC em micronúcleos induzidos por radiação de 
baixa dose em células de medula óssea de camundongos, e os resultados 
mostraram que a VC foi capaz de reduzir significativamente a 
frequência de micronúcleos quando comparada com o grupo controle. 
Kontek et al. (2013), por sua vez, investigaram a capacidade da VC, nas 
concentrações de 10 μM, 25 μM, 50 Μm e 100 μM, em reduzir os danos 
induzidos pelo peróxido de hidrogênio (H2O2) em células de 
adenocarcinoma colorretal humano (HT29). Os resultados mostraram 
que 1 h de pré-incubação com VC e posteriormente exposição ao H2O2 
foi capaz de reduzir significativamente os danos no DNA (p<0,05) nas 
concentrações mais baixas de VC 10 μM e 25 μM.  
De fato, a suplementação com VC tem sido relacionada com a 
diminuição de danos oxidativos, tanto em células animais como em 
células humanas (Kazimirova et al., 2006). No entanto, é possível que o 
impacto protetor da VC sobre o DNA dependa tanto das concentrações 
dela no indivíduo quanto do nível de exposição aos xenobióticos ou ao 
estresse oxidativo (Kazimirova et al., 2006). 
Além da VC ser um antioxidante, ela também atua como uma 
molécula pró-oxidante quando encontrada na forma oxidada DHA, 
promovendo a formação de ERO que afetam a viabilidade celular 
(Mamede et al. 2012). Por essa razão, a maioria das células tumorais 
evitam transportar DHA para o seu interior com finalidade de preservar 
a sua integridade celular (Padayatty et al., 2006). No estudo de Mamede 
et al. (2012), foi avaliado os efeitos citotóxicos da VC in vitro na 
linhagem celular de adenocarcinoma colorretal humano (WiDr) e in 
vivo, nos camundongos Balb-c xenotransplantados com células WiDr. 
Os resultados mostraram que a forma reduzida da VC, o DHA induziu 
um efeito antiproliferativo e citotóxico in vitro nas células WiDr e uma 
redução significativa na taxa de crescimento tumoral in vivo. 
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Segundo Yun et al. (2015) as células malignas colorretais que 
possuem mutações nos genes K-ras ou BRAF são seletivamente mortas 
quando expostas a altos níveis de VC. Esse efeito se atribui ao aumento 
da captação da forma oxidada da VC, DHA, através do transportador de 
glicose GLUT1. O aumento de DHA no meio intracelular provoca o 
estresse oxidativo. Deste modo, o acúmulo de ERO inativa o 
gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), levando a uma crise 
energética e a morte celular (Figura 6). 
 
 
Figura 6: Absorção de VC por células de CCR mutantes para os genes KRAS e 
BRAF. O aumento resultante da produção de ERO bloqueia o metabolismo da 
glicose (além de outros efeitos mostrados). As células mudam o seu fluxo 
glicolítico para a via do fosfato de pentose, mas, em última análise, as células se 
tornam esgotadas da ATP (Adenosina Trifosfato), induzindo uma crise 
energética que leva à morte celular (Adaptado de Reczek e Chandel, 2015). 
 
Outro fato importante é que as células cancerígenas apresentam 
uma peculiaridade: a diminuição de várias enzimas antioxidantes em 
relação às células normais. Por conseguinte, o aumento da produção de 
H2O2, o colapso da atividade das enzimas antioxidantes e a presença de 
metais de transição nas células cancerígenas, podem resultar na seletiva 
citotoxicidade da VC e na revelação do seu potencial terapêutico 
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(Padayatty et al., 2006), pois participa da ativação de genes envolvidos 
no sistema de reparo do DNA, os quais modulam os níveis de danos no 
DNA de células expostas as ERO (Arrigoni e Tullio, 2002; Valko et al., 
2006). 
 
 
1.5 ÁCIDO ACETILSALICÍLICO 
 
O AAS também conhecido como aspirina, é uma droga anti-
inflamatória não esteroide (AINE) amplamente utilizada como 
analgésico, anti-inflamatório, antipirético e agente antiplaquetário em 
idosos (Ashktorab et al., 2005; Basselin et al., 2011). O AAS pode atuar 
também na prevenção da trombose e doenças cardiovasculares (Patrono, 
2015), além de reduzir a proliferação e induzir a apoptose em células 
cancerígenas, pode também inibir a carcinogênese química induzida em 
vários modelos animais (Ashktorab et al., 2005; Basselin et al., 2011).  
A aspirina pode interagir de forma positiva com o DNA das 
células, como por exemplo, inibir a recombinação cromossômica. Esse 
efeito pode estar relacionado com a sua bio-antimutagenicidade (Sato et 
al., 1996). Os autores Niikawa et al. (2006)  avaliaram cinco metabólitos 
do AAS (ácido salicílico, ácido salicilúrico, ácido gentisico, ácido 
gentisurico e o ácido 2,3-dihidroxibenzóico) contra os danos 
genotóxicos induzidos pela Mitomicina C (MMC) em Drosophila 
melanogaster, através do teste SMART, em inglês Somatic Mutation 
and Recombination Test. Eles observaram que todos os cinco 
metabólitos reduziram a genotoxicidade de forma dose dependente, e 
concluíram que estes metabólitos são as principais substâncias 
antigenotóxicas presentes na via metabólica da aspirina.  
Além disso, os mesmos autores Niikawa et al. (2001), 
analisaram a frequência de micronúcleos em diferentes doses de AAS 
(0,5, 5 e 50 mg/kg, via gavagem ou por injeções intraperitoneais (IP) em 
diferentes tempos após a administração da MMC (0, 5h, 6h e 24h), em 
células da medula óssea e de sangue periférico de camundongos. Os 
autores observaram um efeito supressor da aspirina mais pronunciado 
nos grupos tratados por 24h após a administração da MMC, cerca de 60-
80% após a injeção IP e cerca de 40-70% após a administração oral. 
Eles sugerem que a aspirina pode agir diretamente sobre os metabólitos 
da MMC, mas não na própria MMC. 
Vários estudos mostram que a aspirina possui a capacidade de 
sequestrar o radical hidroxila (OH•), uma das ERO que está intimamente 
envolvida com os múltiplos estágios da carcinogênese (Aruoma e 
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Halliwell, 1988). No estudo de Kataoka et al. (1997) os AINEs 
eliminaram a OH• diretamente, de forma dose dependente, através dos 
métodos de degradação do ácido hialurônico e de ressonância de spin 
eletrônico. Esta é a explicação para a hipótese da atuação do AAS como 
um agente anticarcinogênico, uma vez que, que ele age contra os danos 
oxidativos presentes no processo de carcinogênese.  
Em outro estudo, Antunes et al. (2007) realizaram o ensaio de 
aberrações cromossômicas em linfócitos de pessoas saudáveis expostos 
ao tratamento com aspirina (nas concentrações de 25, 50 ou 100 g/mL) e 
doxorrubicina. Os autores observaram uma diminuição significativa no 
número total de aberrações cromossômicas no tratamento com AAS e 
doxorrubicina em todas as concentrações quando comparado com o 
grupo tratado somente doxorrubicina (p<0,01). Eles discutem que o 
AAS pode ter atuado como um agente antioxidante, inibido o dano 
cromossômico induzido pelos radicais livres gerados pela 
doxorrubicina.  
Ao contrário de outros AINEs, a aspirina inibe 
irreversivelmente a COX por acetilação de resíduos de serina no seu 
sítio ativo, impedindo assim a formação de prostaglandinas pró-
inflamatórias (Ashktorab et al., 2005; Basselin et al., 2011). A enzima 
COX-2 é rapidamente induzida em resposta aos mediadores de 
inflamação e a sua expressão esta correlacionada com o aumento da 
proliferação e promoção das células tumorais (Dovizio et al., 2013). 
Deste modo, a aspirina pode diminuir a produção de prostaglandinas 
potencialmente neoplásicas que derivam da catálise do ácido 
araquidônico mediado pela COX-2 (Figura 7).   
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Figura 7: A inibição da produção de prostaglandinas derivadas da catálise do 
ácido araquidônico (Adaptado de Fuster e Sweeny, 2011). 
 
Recentemente, vários trabalhos sugerem um efeito 
quimiopreventivo do AAS contra alguns tipos de cânceres (Rothwell et 
al., 2012; Bastiaannet et al., 2012). A evidência dos efeitos 
anticancerígenos do AAS surgiu a partir de modelos in vitro e in vivo, 
principalmente em relação ao CCR (Cole et al., 2009). Por exemplo, no 
estudo de Liu et al. (2008), camundongos fêmeas da linhagem CF-1  
foram tratados com cálcio, aspirina, e cálcio + aspirina, e submetidos ao 
modelo de CCR com AOM. Os autores observaram uma redução no 
número de focos de criptas aberrantes (FCA) por animal de 43%, 40% e 
50%, respectivamente e no número total de CA por animal de 53%, 50% 
e 59%, respectivamente. Em outro estudo, Christudoss et al. (2013), 
avaliaram o cólon de ratos Wistar submetidos ao modelo de CCR com 
DMH e tratados com aspirina, VC e zinco, e constataram por meio da 
histologia, que 87,5% dos animais tratados com aspirina e DMH 
apresentaram uma mucosa colônica normal quando comparados com o 
grupo tratado com água e DMH (controle positivo).  
As pesquisas sugerem que o AAS é eficaz na prevenção 
primária, onde seu uso diário em longo prazo e em doses baixas reduz o 
risco de pólipos adenomatosos (Cole et al., 2009). Também há indícios 
de um possível papel como adjuvante no tratamento do câncer, 
prevenindo a recorrência e aumentando a sobrevida dos pacientes, além 
de diminuir a probabilidade de metástases após a terapia potencialmente 
curativa (Langley et al., 2011; Bastiaannet et al., 2012; Rothwell et al., 
2012). 
Considerando os efeitos da VC e do AAS sobre o DNA e no 
processo de tumorigênese de muitos cânceres, este trabalho tem a 
finalidade de avaliar os possíveis efeitos quimiopreventivos desses 
compostos de forma combinada e isolada no modelo animal de CCR 
induzido pela DMH, visando contribuir com as estratégias de 
quimioprevenção do CCR. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL:  
 
Avaliar os efeitos quimiopreventivos da Vitamina C e do Ácido 
Acetilsalicílico em modelo animal de câncer colorretal. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
1. Quantificar os níveis plasmáticos da Vitamina C e do Ácido 
Acetilsalicílico nos camundongos submetidos ao modelo de câncer 
colorretal, visando definir a eficácia dos tratamentos; 
 
2. Avaliar o efeito da Vitamina C e do Ácido Acetilsalicílico sobre 
parâmetros de estresse oxidativo no cólon de camundongos submetidos 
ao modelo animal de câncer colorretal; 
 
3. Avaliar os níveis de dano no DNA em células do sangue e fígado de 
camundongos submetidos ao modelo de câncer colorretal e aos 
respectivos tratamentos com Vitamina C e Ácido Acetilsalicílico; 
 
4. Investigar os efeitos da Vitamina C e do Ácido Acetilsalicílico no 
desenvolvimento de criptas aberrantes no cólon de camundongos 
submetidos ao modelo de câncer colorretal. 
  
18 
 
3 MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1 ANIMAIS E COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
 
Foram utilizados 80 camundongos Balb-c adultos (60 dias), 
machos e fêmeas. Os animais foram obtidos do biotério da Universidade 
do Extremo Sul Catarinense, alojados em caixas de polietileno, com 
comida e água ad libitum e mantidos em um ciclo de 12 horas claro-
escuro, com temperatura controlada de 22±1ºC. Este projeto foi 
aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da UNESC, com 
número de protocolo 034/2016-2 (Anexo), e os experimentos foram 
conduzidos de acordo com os princípios éticos do Colégio Brasileiro de 
Experimentação Animal – COBEA. 
 
3.2 DESENHO EXPERIMENTAL  
 
Os animais foram randomicamente divididos em 8 grupos com 
10 animais cada, 5 machos e 5 fêmeas, como descrito a seguir: Grupo 1: 
Controle negativo (CN), os animais receberam água durante 12 
semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram administradas duas injeções 
subcutâneas (SC) deÁcido etilenodiaminotetracético (EDTA); Grupo 2: 
Controle positivo (CP), os animais receberam água durante as 12 
semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram administradas duas injeções SC 
de DMH; Grupo 3: VC + EDTA, os animais receberam VC diluída na 
água durante as 12 semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram administradas 
duas injeções SC de EDTA; Grupo 4: AAS + EDTA, os animais 
receberam AAS diluído na água durante as 12 semanas, e na 4ª e na 5ª 
semana foram administradas duas injeções SC de EDTA; Grupo 5: VC e 
AAS + EDTA, os animais receberam VC e o AAS diluídos na água 
durante as 12 semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram administradas duas 
injeções SC de EDTA; Grupo 6: VC + DMH, os animais receberam VC 
diluída na água durante as 12 semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram 
administradas duas injeções SC de DMH; Grupo 7: AAS + DMH, os 
animais receberam AAS diluído na água durante as 12 semanas, e na 4ª 
e na 5ª semana foram administradas duas injeções SC de DMH; Grupo 
8: VC e AAS + DMH, os animais receberam VC e o AAS diluídos na 
água durante as 12 semanas, e na 4ª e na 5ª semana foram administradas 
duas injeções SC de DMH (Figura 8). No final da 12ªsemana foi 
realizada uma coleta de sangue via retro-orbital e em seguida os animais 
foram submetidos à eutanásia para a dissecção do cólon e fígado, para as 
análises moleculares e histológicas. 
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Figura 8: Desenho experimental. 
 
3.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES DE VITAMINA C E DO ÁCIDO 
ACETILSALICÍLICO  
 
A Vitamina C (Sigma Aldrich, Brazil) foi dissolvida em água 
potável a uma concentração de 500 mg/L (Rashid e Khan, 2013), a 
concentração diária de VC estimada por camundongo foi de 0,15 mg 
baseada num consumo médio de 10 mL de líquido por dia. A solução foi 
preparada no escuro e colocada em garrafas de água protegida da luz 
para evitar a oxidação. 
O Ácido Acetilsalicílico (Sigma Aldrich, Brazil) também foi 
diluído em água potável, e a dose estimada por camundongo foi de 6 
mg/kg por dia de peso corporal baseada num consumo médio de 10 mL 
de líquido por dia (Bousserouel et al., 2010). 
Os camundongos tratados tiveram livre acesso à água ou à água 
com os compostos diluídos, conforme o desenho experimental. As 
soluções foram trocadas por soluções frescas três vezes por semana e o 
volume dos líquidos consumidos foram quantificados e divididos pelo 
número de animais por gaiola em cada troca. 
 
3.4 INDUÇÃO DA CARCINOGÊNESE COLORRETAL COM DMH  
 
Para induzir a carcinogênese colorretal, os animais receberam 
quatro injeções SC de DMH (Sigma Aldrich, Brazil). A DMH foi 
dissolvida em uma solução de EDTA (37 mg/100 mL de água 
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destilada). Os animais receberam duas injeções de DMH na 4ª e duas na 
5ª semana de tratamento, cuja dose de cada injeção foi de 40 mg/kg de 
peso corporal, totalizando 160 mg/kg de DMH por animal (Rodrigues et 
al., 2002). 
 
3.5 EUTANÁSIA E DESCARTE DOS ANIMAIS 
 
No final da 12ª semana, foi realizada uma coleta de sangue via 
retro-orbital em todos os animais, em seguida foram submetidos à 
eutanásia por decapitação com guilhotina e os seguintes tecidos 
dissecados: cólon e fígado para a realização das análises moleculares, 
histológicas e bioquímicas. 
Ao término do experimento, os animais foram descartados em 
saco branco leitoso com identificação de infectante e armazenados em 
freezer. Posteriormente os resíduos foram tratados fisicamente e 
encaminhados para disposição final em aterro sanitário. Todos os 
procedimentos seguiram a RDC nº 306/2004 da ANVISA (Agência 
Nacional de Vigilância Sanitária). 
 
3.6 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 
 
Para quantificar os níveis plasmáticos de VC e do AAS nos 
animais foi utilizado o sistema de cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE) da Proeminence Shimadzu (Kyoto, Japan). 
 
3.6.1 Reagentes 
 
Os reagentes utilizados foram: fosfato de potássio monobásico 
10 mM, metanol (CH3OH) (Sigma-Aldrich), acetonitrila (ACN) 
(Sigma-Aldrich), água ultrapurificada em sistema Direct-Q MilliPore 
(água Milli-Q) e ácido trifluoracético (TFA) (Sigma-Aldrich). 
 
3.6.2 Preparação do plasma  
 
Foram coletados 500 µL de sangue via retro-orbital dos animais 
tratados com a VC e com o AAS. O sangue foi colocado em tubos 
contendo 5µL de K3EDTA 50 mg/mL, e imediatamente centrifugados a 
6000×g por 10 min para a separação do plasma.  
Foi adicionado 60 µL de ACN em 20 µL de plasma dos animais 
tratados com vitamina C, após a solução foi agitada por 30s. Depois do 
descarte da proteína por centrifugação, foram adicionados 50 µL da 
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amostra com 5µL de 1% (v / v) de fosfato de potássio monobásico 10 
mM. 
Foi adicionado 60 µL de ACN em 20 µL de plasma dos animais 
tratados com ácido acetilsalicílico, após a solução foi agitada por 30s. 
Depois do descarte da proteína por centrifugação, foram adicionados 50 
µL da amostra com 5µL de 1% (v/v) de TFA. 
 
3.6.3 Condições Cromatográficas da VC e do AAS 
 
O método cromatográfico foi proposto por Tyagi et al. (2014) 
com adaptações: as amostras  de VC tiveram um volume de injeção de 
20 µL, com temperatura de análise de 50°C. A coluna analítica utilizada 
foi Ascentis® C18 (250 x 2.1 mm, 5μm), a vazão de bombeamento da 
fase móvel foi de 0,5 mL/min. A detecção foi por absorbância, detector 
UV/VIS, no comprimento de onda de 254nm. O perfil da fase móvel foi 
isocrático, 40% (v/v) de ACN grau CLAE e 60% (v/v) de fosfato de 
potássio monobásico 10 mM.  
As amostras de AAS tiveram um volume de injeção de 20 µL, 
com temperatura de análise de 25°C. A coluna analítica utilizada foi 
Ascentis® C18 (150 x 4,6 mm, 5μm), a vazão de bombeamento da fase 
móvel foi de 1.25 mL/min. A detecção foi por absorbância, detector 
UV/VIS, no comprimento de onda de 427nm. O perfil da fase móvel foi 
isocrático, 40% (v/v) de ACN grau CLAE e 60% (v/v) de TFA. 
 
3.7 PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 
 
3.7.1 Determinação intracelular de ERO e óxido nítrico 
 
A determinação intracelular de ERO e Óxido Nítrico foram 
realizadas no cólon dos camundongos tratados com VC e AAS e 
submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH. 
 
3.7.1.1 Diclorofluoresceína  
 
A produção de hidroperóxidos foi determinada pela formação 
intracelular de 2',7'-diclorofluoresceína (DCF-DA) a partir da oxidação 
do  diacetato de DCF-DA por ERO de acordo com o método descrito 
anteriormente por Dong et al. (2010), com algumas modificações.  
 
3.7.1.2 Indicador da formação de Óxido Nítrico  
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 A produção de Óxido Nítrico (NO) foi avaliada 
espectrofotometricamente através do metabólito estável nitrito. Para 
mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram incubadas com 
reagente Griess (1 % sulfanilamida e 0,1 % de N-1 (naphthyl) 
ethylenodiamina) em temperatura ambiente por 10 minutos e a 
absorbância foi medida a 540 nm. O conteúdo de nitritos foi calculado 
com base numa curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o metabólito 
nitrito de sódio (NaNO). Os resultados foram calculados em µmol 
Nitrito/mg proteína (Chaea e cols, 2004). 
 
3.7.2 Marcadores De Danos Oxidativos 
 
Os marcadores de danos oxidativos foram analisados no cólon 
dos camundongos tratados com VC e AAS e submetidos ao modelo 
experimental de CCR com DMH. 
 
3.7.2.1 Carbonilação de proteínas 
 
 A oxidação de proteínas (carbonil) foi determinada mediante a 
quantificação de proteínas carboniladas através da reação de grupos 
carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reação gera a formação de 
hidrazonas correspondentes. O conteúdo de carbonilas foi determinado 
espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por 
Levine et al., (1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de 
proteína empregando o coeficiente de extinção molar de 
dinitrofenilhidrazonas de 22.000 -1. -1.   
 
3.7.2.2 Conteúdo de sulfidrila 
 
Para determinar grupamentos tióis totais na amostra foi 
utilizado o reagente de cor (DTNB), que reduziu os grupos tióis gerados, 
formando um derivado amarelo (TNB), que foi mensurado 
espectrofotometricamente em um aparelho spectramax à 412nm 
(Aksenov e Markesbery, 2001). 
  
3.7.3 Defesas Antioxidantes  
 
As defesas antioxidantes foram analisadas no cólon dos 
camundongos tratados com VC e AAS e submetidos ao modelo 
experimental de CCR com DMH. 
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3.7.3.1 Superóxido Dismutase  
 
A atividade da Superóxido Dismutase (SOD) foi medida pela 
inibição da oxidação da adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese 
(1987). As amostras foram homogeneizadas em tampão de glicina. Os 
volumes de 5, 10 e 15uL foram retiradas da mesma, a qual 5mL de 
catalase (0,0024 mg/mL de água destilada), tampão de glicina 
175-185mL (0,75g em 200mL de água destilada a 32°C, pH 10,2), 5ul 
adrenalina (60mM em água destilada + 15mL/mL de HCl fumegante) 
foram adicionados. As leituras foram realizadas por 180s em intervalos 
de 10s e medido em 480nm. Os valores foram expressos em unidade de 
SOD por miligrama de proteína (U/mg de proteína). 
 
3.7.3.2 Catalase 
 
A atividade da Catalase (CAT) foi determinada pela taxa de 
decaimento do peróxido de hidrogênio lido em espectofotômetro a 240 
nm, segundo Aebi (1984).  
 
3.7.3.3 Glutationa 
 
Os níveis de Glutationa (GSH) foram determinados como 
descrito por Hissin e Hilf (1976), com algumas adaptações. GSH foi 
mensurado no homogeneizado de cólon total após precipitação de 
proteína com 1mL proteína de ácido tricloroacético 10%. Em parte da 
amostra foi adicionado um tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm 
DTNB. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reação entre o 
DTNB e tióis atingiu um máximo em 5 minutos e manteve-se estável 
durante mais de 30 min. A absorbância foi lida a 412nm depois de 10 
min. Uma curva padrão de glutationa reduzida foi usado para calcular os 
níveis de GSH nas amostras. 
 
3.8 ENSAIO COMETA  
 
Para realização do Ensaio Cometa (EC) foram utilizados os 
seguintes tecidos biológicos: sangue e fígado. O EC foi realizado como 
descrito por Singh et al. (1988) e Tice et al. (2000). As amostras de 
sangue (alíquotas de 10µL) foram coletadas e colocadas em microtubos 
heparinizados e as de fígado foram dissecadas e colocadas em 
microtubos com tampão merchant (0,14 M NaCl, 1,47 mM KH2PO4, 2,7 
mM KCl, 8,1 mM Na2HPO4, 10 mM Na2EDTA). As amostras de fígado 
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foram individualmente homogeneizadas com o auxilio de uma seringa, a 
fim de obter uma suspensão celular.  
As células sanguíneas (alíquotas de 10µL) e as suspensões 
celulares do fígado (alíquotas de 70µL) foram embebidas em agarose de 
baixo ponto de fusão (“low melting”) e em seguida distribuídas em dois 
poços (alíquotas de 70µL) em lâminas pré-revestidas com agarose de 
ponto de fusão normal (1,5%, w/v) e cobertas com duas lamínulas. Após 
solidificação do material biológico, as lamínulas foram removidas e as 
lâminas foram colocadas em solução de lise (2,5 M NaCl, 100 mM 
EDTA, 10 mM Tris, pH 10,0 - 10,5, com adição na hora de Triton X – 
100 e 10% de DMSO) overnight, protegidas da luz. Passado esse tempo, 
foram incubadas em tampão alcalino (ph 12,6) durante 30 minutos para 
o desenovelamento do DNA. As lâminas foram submetidas a uma 
corrida de eletroforese, com o mesmo tampão, durante 20 minutos a 30 
volts e uma corrente de 300 miliamperes, posteriormente foram 
neutralizadas com solução neutralizadora (Tris 0,4M em pH 7,5).  
As lâminas foram coradas com Syber Gold por 30 minutos e 
analisadas em microscópio de fluorescência com ampliação de 400x. 
Foram analisados visualmente 100 nucleóides, sendo classificadas em 
cinco classes, de acordo com o tamanho da cauda, a classificação varia 
entre a ausência de cauda (0) até o comprimento máximo (4) (Collins et 
al., 1997). Desta forma, tem-se o Índice de Danos (ID) para cada grupo 
variando de zero (100 X 0 = 0; 100 nucleóides observados 
completamente sem danos) a 400 (100 X 4 = 400; 100 nucleóides 
observados com dano máximo). Calcula-se a frequência de danos (FD) 
em % em cada amostra com base no número de nucleóides com cauda 
versus o número de nucleóides sem cauda. 
Para avaliação do dano oxidativo, foi realizado o método 
alcalino (Sigh et al., 1988; Tice et al., 2000, ver descrição acima), com  
alguns ajustes (Collins, 2014). Após o período que as lâminas 
permaneceram na solução de lise, foi adicionado em cada uma delas 60 
µL da enzima Formamido Pirimidina Glicosilase (FPG) e/ou tampão 
alcalino (NaOH 300 mM e EDTA 1mM, pH>13) e imediatamente foram 
incubadas na estufa à 37ºC por 45 min. Em seguida, as lâminas foram 
submetidas à corrida de eletroforese seguindo os procedimentos normais 
do Ensaio Cometa versão alcalina. 
Foram utilizados controles negativos e positivos para cada 
corrida de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do 
procedimento. Todas as lâminas foram codificadas para análise às cegas. 
 
3.9 TESTE DAS CRIPTAS ABERRANTES 
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Após a eutanásia dos animais foi realizada a técnica das criptas 
aberrantes descrita por Bird (1987): primeiramente foi feito uma 
laparotomia no animal, depois removeu-se o cólon, obstruiu-se uma das 
extremidades (com a utilização de uma linha) para a lavagem interna do 
mesmo com solução salina (0,9% NaCl), após a realização da incisão 
longitudinal no cólon, o mesmo foi fixado com alfinete em uma pequena 
placa de isopor. As amostras foram submergidas em solução de 
formalina a 10% por 24 horas. Para a leitura corou-se com solução 
aquosa de azul de metileno a 1% e a mucosa foi vizualizada no 
microscópio óptico com aumento de 100X. Foram analisados 15 campos 
sequenciais por cólon/animal, em cada campo foi quantificado o número 
de FCA e de CA.  
 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os dados foram expressos em média ± desvio padrão. A 
normalidade das variáveis foi avaliada pelo teste Bartlett. A análise 
estatística do Ensaio Cometa, dos parâmetros de estresse oxidativo e do 
Teste de Criptas aberrantes foi feita através do teste ANOVA de 2 vias, 
seguido pelo post hocBonferroni. Na avaliação da Cromatogafia Líquida 
de Alta Eficiência e da ingestão de líquidos foi utilizado o teste ANOVA 
de 1 via, seguido pelo post hocTukey. As análises de comparação entre 
fêmeas e machos foram realizadas pelo Teste t-student. Uma diferença 
de p<0,05 foi considerada estatisticamente significante. O pacote 
estatístico utilizado foi Graph Pad Prism versão 5.0. 
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4RESULTADOS 
 
4.1 INGESTÃO DE LÍQUIDOS 
 
Durante as 12 semanas do experimento, o volume dos líquidos 
consumidos foram quantificados e divididos pelo número de animais por 
gaiola, três vezes por semana.  A tabela 1 mostra a ingestão média diária 
de líquidos por animal, entre fêmeas e machos do mesmo grupo e a 
média total por grupo. 
 
Tabela 1: Ingestão média diária de líquidos por animal, entre fêmeas e machos 
do mesmo grupo e a média total por grupo. 
 
Dados expressos em média ± desvio padrão. Para a comparação entre fêmeas e 
machos foi utilizado o Testet-student e para a comparação entre os grupos foi 
utilizado o ANOVA de 1 via, seguido pelo post hoc de Tukey. AAS (ácido 
acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-
dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina C).  
*Diferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,05. 
**Diferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,01. 
***Diferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
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Os resultados demonstram que não houve diferença 
significativa na ingestão média total de líquidos entre fêmeas e machos 
do mesmo grupo durante as 12 semanas de tratamento (Teste t-student). 
Entretanto, quando os grupos foram comparados, houve uma redução na 
média total de ingestão de líquidos nos grupos CP, AAS + EDTA, AAS 
+ DMH e VC e AAS + DMH em relação ao grupo CN (p<0,001, 
p<0,01, p<0,01 e p<0,05, respectivamente).  
 
4.2 CROMATROGAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA  
 
Os resultados da CLAE sobre as concentrações plasmáticas de 
VC dos animais tratados com VC e submetidos ao modelo de CCR com 
a DMH estão apresentados na tabela 2, os dados representam a média da 
análise das concentrações em duplicata. Nos grupos tratados apenas com 
VC as concentrações plasmáticas de VC aumentaram significativamente 
com p<0,01 em relação ao grupo controle. Já nos grupos que foram 
tratados com VC e AAS a concentrações plasmáticas de VC não 
apresentaram diferença significativa do controle. 
 
Tabela 2: Análise da concentração média (mg/ml) de VC no plasma dos 
camundongos tratados com VC e submetidos ao modelo experimental de CCR 
com DMH. 
 
Dados expressos com a média ± desvio padrão (ANOVA de 1 via, post hoc de 
Tukey). AAS (ácido acetilsalicílico), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA 
(Ácido etilenodiaminotetracético) e VC (Vitamina C). 
**Diferença significativa em relação ao grupo Controle p<0,01,  
 
Os resultados das concentrações plasmáticas de AAS não foram 
concluídos, pois a análise foi feita comparando o tempo de retenção do 
AAS nas amostras plasmáticas com o tempo de retenção da solução 
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padrão de AAS, porém como os tempos de retenção foram diferentes 
não foi possível calcular as concentrações no plasma. 
 
4.3 PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO 
 
4.3.1 Determinação intracelular de ERO e óxido nítrico 
 
Os níveis de oxidação de diclorofluoresceína (DCF) e de NO 
foram investigados como parâmetros oxidativos no cólon dos 
camundongos tratados com VC e AAS, e submetidos ao modelo animal 
de CCR com DMH. Nos níveis de DCF (Figura 9), o grupo CP, 
apresentou um aumento significativo na produção de ERO em relação 
ao grupo CN, com p<0,001. E os grupos VC + DMH, AAS + DMH e 
VC e AAS + DMH reduziram significativamente a produção de ERO 
em relação ao grupo CP, com p<0,001. O grupo VC + EDTA demostrou 
uma maior produção de ERO em relação ao grupo CN, com p<0,01 e 
em relação ao grupo VC + DMH, com p<0,001. Já o grupo AAS + 
EDTA demostrou uma maior produção de ERO em relação aos grupos 
CN e AAS + DMH, com p<0,001.  
 
 
Figura 9: Níveis de oxidação de DCF no cólon dos camundongos tratados com 
VC e AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS (ácido 
acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DCF 
(Diclorofluoresceína), (DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina C). Dados expressos em média ± erro 
padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
cDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,01. 
dDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,001. 
eDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA com p<0,001. 
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As concentrações de NO estão apresentadas na figura 10. O 
grupo CP, mostrou um aumento significativo na concentração de óxido 
nítrico em relação ao grupo CN, com p<0,001. E nos grupos VC + 
DMH, AAS + DMH e VC e AAS + DMH houve uma redução 
significativa na concentração de óxido nítrico em relação ao grupo CP, 
com p<0,001. O grupo VC + DMH apresentou uma concentração menor 
de óxido nítrico em relação ao grupo VC + EDTA, com p<0,05 e o 
grupo AAS + DMH demonstrou uma concentração menor de óxido 
nítrico em relação ao grupo AAS + EDTA, com p<0,001. 
 
 
Figura 10: Concentrações de óxido nítrico no cólon dos camundongos tratados 
com VC e AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS 
(ácido acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH 
(1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina 
C). Dados expressos em média ± erro padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001.  
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
cDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,05. 
dDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA com p<0,01. 
 
 
4.3.2 Marcadores de danos oxidativos 
 
No presente trabalho foram utilizados como marcadores de 
danos oxidativos o conteúdo de grupamentos de carbonila (carbonil) e o 
conteúdo de grupamentos de sulfidrila, ambos foram analisados no 
cólon dos camundongos tratados com VC e AAS, e submetidos ao 
modelo animal de CCR com DMH. Quanto aos danos em proteínas, 
avaliados pelos níveis de carbonilação de proteínas (Figura 11), o grupo 
CP, mostrou um aumento significativo em relação ao grupo CN, com 
30 
 
p<0,001. E os grupos VC + DMH, AAS + DMH e VC e AAS + DMH 
apresentaram uma redução significativa nos níveis de carbonilação de 
proteínas em relação ao grupo CP, com p<0,001. 
 
 
Figura 11: Níveis de carbonilação de proteínas no cólon dos animais tratados 
com VC e AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS 
(ácido acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH 
(1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina 
C). Dados expressos em média ± erro padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001 
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
.  
No conteúdo de sulfidrila (Figura 12) ocorreu uma diminuição 
estatisticamente significativa no grupo CP em relação ao grupo CN, com 
p<0,01. E os grupos VC + DMH, AAS + DMH e o VC e AAS + DMH 
não apresentaram um aumento no conteúdo de sulfidrila em relação ao 
CP. O grupo VC + DMH apresentou o conteúdo de sulfidrila menor em 
relação ao VC + EDTA, com p<0,001. O grupo AAS + DMH 
demonstrou o conteúdo de sulfidrila menor em relação ao grupo AAS + 
EDTA, com p<0,001. E grupo AAS + EDTA monstrou um conteúdo de 
sulfidrila menor em relação ao CN, com p<0,05. 
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Figura 12: Conteúdo de sulfidrila no cólon dos camundongos tratados com VC e 
AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS (ácido 
acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-
dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina C). 
Dados expressos em média ± erro padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,05. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,01. 
cDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,001. 
dDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA com p<0,001. 
 
 
4.3.3 Defesas antioxidantes  
 
A atividade da enzima SOD, CAT e os níveis de GSH, foram 
mensurados como parâmetros do sistema antioxidante no cólon dos 
camundongos tratatados com VC e AAS, e submetidos ao modelo de 
CCR com DMH. A atividade da enzima SOD está demostrada na figura 
13.  O grupo CP, apresentou um aumento significativo em relação ao 
grupo CN, já os grupos VC + DMH e o AAS + DMH tiveram uma 
diminuição da atividade enzimática quando comparado ao grupo CP, 
com p<0,01 e p<0,05, respectivamente. O grupo VC + DMH apresentou 
uma diminuição da atividade enzimática quando comparado ao grupo 
VC + EDTA, com p<0,01 e o grupo AAS + DMH demonstrou uma 
diminuição da atividade enzimática quando comparado ao grupo AAS + 
EDTA, com p<0,05. 
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Figura 13: Atividade da enzima superóxido dismutase no cólon dos 
camundongos tratados com VC e AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR 
com DMH. AAS (ácido acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle 
positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético), SOD (superóxido dismutase) e VC (vitamina C). 
Dados expressos em média ± erro padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,05. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,05. 
cDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,01. 
dDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,01. 
eDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA com p<0,05. 
 
Em relação à atividade da CAT (Figura 14), o grupo CP não 
apresentou diferença significativa em relação ao grupo CN. E os grupos 
AAS + DMH e o VC e AAS + DMH apresentaram um aumento 
significativo em relação ao grupo CP, com p<0,001. O grupo VC + 
EDTA apresentou um aumento significativo em relação ao grupo CN, 
com p<0,05. O grupo VC + DMH demonstrou uma diminuição 
significativa em relação ao grupo VC + EDTA, com p<0,001 e o grupo 
AAS + DMH apresentou uma diminuição significativa em relação ao 
grupo AAS + EDTA, com p<0,001. 
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Figura 14: Atividade da enzima catalase no cólon dos camundongos tratados 
com VC e AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS 
(ácido acetilsalicílico), CAT (catalase), CN (controle negativo), CP (controle 
positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético) e VC (vitamina C). Dados expressos em média ± erro 
padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,05. 
cDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,001. 
dDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA com p<0,001. 
 
Na avaliação dos níveis totais de GSH (Figura 15), houve uma 
diminuição estatisticamente significativa do conteúdo de GSH no grupo 
CP em relação ao grupo CN, com p<0,001. E os grupos VC + EDTA, 
AAS + EDTA e VC e AAS + DMH apresentaram uma diminuição 
estatisticamente significativa do conteúdo de GSH em relação ao grupo 
CN, com p<0,01, p<0,01 e p<0,05 respectivamente. 
 
Figura 15: Níveis de glutationa no cólon dos camundongos tratados com VC e 
AAS, e submetidos ao modelo animal de CCR com DMH. AAS (ácido 
acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-
dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético), GSH (glutationa) e 
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VC (vitamina C). Dados expressos em média ± erro padrão (ANOVA de 2 vias, 
post hoc de Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN, com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CN, com p<0,01. 
cDiferença significativa em relação ao grupo CN, com p<0,05. 
 
4.4 ENSAIO COMETA  
 
No Ensaio Cometa foram avaliados danos ao DNA nas células 
de sangue e fígado dos camundongos tradados com VC e AAS e 
submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH. Os parâmetros 
avaliados foram ID e FD. 
Inicialmente, foi avaliado o ID e FD no DNA de células do 
sangue e fígado entre fêmeas e machos do mesmo grupo e pode-se 
observar que não houve diferença significativa em nenhum dos 
parâmetros avaliados (Teste t-student) (Tabela 3). Dessa forma, todas as 
comparações entre os grupos se darão com o total de animais (fêmeas e 
machos). 
 
Tabela 3: Análise do ID e FD no DNA de células de sangue e fígado, entre 
fêmeas e machos, tratados com VC e AAS, e submetidos ao modelo 
experimental de CCR com DMH. 
 
35 
 
Dados expressos em média ± desvio padrão (Teste t-student). AAS (ácido 
acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-
dimetilhidrazina), EDTA (Ácido etilenodiaminotetracético), FD (frequência de 
danos), ID (índice de danos) e VC (vitamina C). 
 
Os resultados de danos no DNA por grupo, com o total de 
fêmeas e machos, estão apresentados nas figuras abaixo. Nas células do 
sangue (Figuras 9A e B) os grupos VC + EDTA, AAS + EDTA e o VC 
e AAS + EDTA não demonstraram um aumento de danos no DNA em 
relação ao grupo CN, mostrando que esses compostos não foram 
genotóxicos para os animais nessas condições experimentais. 
Considerando os grupos expostos à DMH, houve um aumento 
significativo no ID e FD no grupo CP em relação ao grupo CN, com 
p<001, evidenciando a ação genotóxica da DMH. Nos grupos AAS + 
DMH e VC e AAS + DMH verificou-se uma redução significativa no 
ID e FD no DNA em relação ao grupo CP, com p<0,001. O grupo VC + 
DMH apresentou um aumento significativo no ID e FD em relação ao 
grupo VC + EDTA, com p<0,001. 
 
 
Figura 16: ID (A) e FD (B) no DNA de células de sangue de camundongos 
tratados VC e AAS, e submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH 
avaliados através do Ensaio Cometa alcalino. AAS (ácido acetilsalicílico), CN 
(controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA 
(Ácido etilenodiaminotetracético), FD (frequência de danos), ID (índice de 
danos) e VC (vitamina C). Dados expressos em média ± desvio padrão 
(ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,001. 
cDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001. 
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Nas células do fígado (Figuras 10A e B) os grupos VC + 
EDTA, AAS + EDTA e o VC e AAS + EDTA não demonstraram um 
aumento de danos no DNA em relação ao grupo CN, mostrando 
novamente que esses compostos não foram genotóxicos para os animais 
nessas condições experimentais. Já nos grupos expostos à DMH, houve 
um aumento significativo no ID e FD no grupo CP em relação ao grupo 
CN, com p<0,001, evidenciando novamente a ação genotóxica da DMH. 
Os grupos VC + DMH, AAS + DMH e VC e AAS + DMH 
apresentaram uma redução significativa no ID e FD nos grupos em 
relação ao grupo CP, com p<0,001.  
O grupo VC + DMH apresentou um aumento no ID e FD em 
relação ao grupo VC + EDTA, com p<0,001 e o grupo Aas e VC + 
DMH demonstrou um aumento no ID e FD em relação ao grupo AAS e 
VC + EDTA, com p<0,001. 
 
Figura 17: ID (A) e FD (B) no DNA de células de fígado de camundongos 
tratados VC e AAS, e submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH 
avaliados através do Ensaio Cometa alcalino. AAS (ácido acetilsalicílico), CN 
(controle negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA 
(Ácido etilenodiaminotetracético), FD (frequência de danos), ID (índice de 
danos) e VC (vitamina C). Dados expressos em média ± desvio padrão 
(ANOVA de 2 vias, post hoc de Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001. 
cDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA com p<0,001. 
dDiferença significativa em relação ao grupo VC e AAS + EDTA com 
p<0,001. 
 
Para avaliação dos danos oxidativos no DNA, foi utilizada a 
versão do Ensaio Cometa alcalino modificado com a enzima FPG. No 
sangue (Figuras 11A e B), observamos que o grupo CP apresentou um 
aumento no ID e FD, com p<0,001 em relação ao grupo CN. Os grupos 
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VC + DMH e o VC e AAS + DMH apresentaram uma redução 
significativa no ID (p<0,05 e p<0,001, respectivamente) e na FD 
(p<0,001) em relação ao grupo CP. O grupo VC + DMH demonstrou 
um aumento no ID, com p<0,05 em relação ao grupo VC + EDTA e o 
grupo VC e AAS + DMH apresentou um aumento no ID e FD, com 
p<0,01 em relação ao grupo VC e AAS + EDTA. 
 
 
Figura 18: ID (A) e FD (B) oxidativos no DNA de células de sangue de 
camundongos tratados VC e AAS, e submetidos ao modelo experimental de 
CCR com DMH avaliados através do Ensaio Cometa alcalino modificado com a 
enzima FPG. AAS (ácido acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle 
positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético), FD (frequência de danos), FPG (formamido 
pirimidina glicosilase), ID (índice de danos) e VC (vitamina C). Dados 
expressos em média ± desvio padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,05. 
cDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001.  
dDiferença significativa em relação ao grupo VC e AAS + EDTA com p<0,01.  
 
Em relação às células do fígado, a figura 12 mostra que o grupo 
CP apresentou um aumento no ID e FD, com p<0,01 e p<0,001 
respectivamente, em relação ao grupo CN. O grupo VC + DMH e o 
grupo AAS + DMH apresentaram uma redução significativa no ID 
(p<0,01) e na FD (p<0,001 e p<0,01, respectivamente) em relação ao 
grupo CP.  
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Figura 19: ID (A) e FD (B) oxidativos no DNA de células de fígado de 
camundongos tratados VC e AAS, e submetidos ao modelo experimental de 
CCR com DMH avaliados através do Ensaio Cometa alcalino modificado com a 
enzima FPG. AAS (ácido acetilsalicílico), CN (controle negativo), CP (controle 
positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético), FD (frequência de danos), FPG (formamido 
pirimidina glicosilase), ID (índice de danos) e VC (vitamina C). Dados 
expressos em média ± desvio padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,01.  
bDiferença significativa em relação ao grupo CN com p<0,001.  
cDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,01.  
dDiferença significativa em relação ao grupo CP com p<0,001.  
 
 
4.5 TESTE DAS CRIPTAS ABERRANTES 
 
No Teste de Criptas Aberrantes foram avaliados os números de 
CA e FCA no cólon dos camundongos tradados com VC e AAS e 
submetidos ao modelo experimental de CCR com DMH. 
Na tabela 3 foram avaliados os números de CA e FCA entre 
fêmeas e machos do mesmo grupo e pode-se observar que não houve 
diferença significativa em relação a estes parâmetros avaliados (Testet-
student). Logo, todas as comparações entre os grupos se darão com o 
total de animais (fêmeas e machos). 
  
Tabela 4: Análise do número de CA e FCA no cólon de camundongos, entre 
fêmeas e machos tratados com VC e AAS, e submetidos ao modelo 
experimental de CCR com DMH. 
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Dados expressos em média ± desvio padrão (Teste t-student). AAS (ácido 
acetilsalicílico), CA (criptas aberrantes), CN (controle negativo), CP (controle 
positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético), FCA (focos de criptas aberrantes) e VC (vitamina 
C).  
 
Os resultados do número total de CA e FCA por grupo estão 
apresentados na tabela 4. Os grupos VC + EDTA, AAS + EDTA e VC e 
AAS + EDTA não demonstraram um aumento no número de CA e de 
FCA em relação ao grupo CN, mostrando que esses compostos não 
foram carcinogênicos para os animais nessas condições experimentais. 
Considerando os grupos expostos a DMH, houve um aumento 
significativo no número de CA e de FCA no grupo CP em relação ao 
grupo CN, com p<0,001, evidenciando a ação carcinogênica da DMH. 
Os grupos VC + DMH, AAS + DMH e VC e AAS + DMH 
apresentaram uma redução no número de CA e de FCA em relação ao 
grupo CP com p<0,001. O grupo VC + DMH apresentou um aumento 
no número de CA e de FCA (p<0,05 e p<0,01, respectivamente) em 
relação ao grupo VC + EDTA e grupo AAS + DMH demonstrou um 
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aumento no número de FCA, com p<0,05, em relação ao grupo AAS + 
EDTA 
 
Tabela 5: Análise total, fêmeas e machos, do número de CA e FCA no cólon de 
camundongos tratados com VC e AAS, submetidos ao modelo experimental de 
CCR com DMH. 
 
Dados expressos em média ± desvio padrão (ANOVA de 2 vias, post hoc de 
Bonferroni). AAS (ácido acetilsalicílico), CA (criptas aberrantes), CN (controle 
negativo), CP (controle positivo), DMH (1,2-dimetilhidrazina), EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético), FCA (focos de criptas aberrantes) e VC (vitamina 
C). 
aDiferença significativa em relação ao grupo CN, p<0,001. 
bDiferença significativa em relação ao grupo CP, p<0,001. 
cDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA, p<0,05. 
dDiferença significativa em relação ao grupo VC + EDTA, p<0,01. 
eDiferença significativa em relação ao grupo AAS + EDTA, p<0,05 
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5 DISCUSSÃO 
 
Devido à alta incidência do CCR em humanos, muitos estudos 
têm se voltado para a utilização de modelos animais como ferramentas 
para monitorar detalhadamente as etapas biológicas inerentes à 
carcinogênese colorretal (Rubio, 2017).  Os modelos animais de indução 
química do CCR com a DMH ou com o seu metabólito o AOM são os 
mais utilizados, pois apresentam muitas características similares do 
CCR esporádico que acomete os seres humanos, incluindo semelhanças 
na resposta a alguns agentes preventivos (Corpet e Pierre, 2005). Por 
essa razão, esses modelos são amplamente utilizados em estudos sobre a 
quimioprevenção do CCR (Jackson et al., 2003).  
Além disso, o desenvolvimento do CCR é um processo 
complexo que envolve várias vias moleculares e pode durar décadas 
(Hawk e Levin, 2005), por esse motivo estudos sobre a 
quimioprevenção do CCR são de grande importância, pois a utilização 
de compostos químicos ou naturais podem bloquear, reverter ou atrasar 
o desenvolvimento do câncer (Arber, 2008). Neste contexto, o presente 
estudo avaliou os possíveis efeitos quimiopreventivos da VC e do AAS, 
de forma isolada e combinada, no modelo animal de indução química do 
CCR com a DMH. 
No presente estudo, os animais receberam VC ou AAS diluídos 
na água potável durante todo o período experimental. As soluções foram 
colocadas nas garrafas e trocadas três vezes por semana, em cada troca o 
volume dos líquidos consumidos foram quantificados e divididos pelo 
número de animais por gaiola.  Os animais dos grupos CP, AAS + 
EDTA, AAS + DMH e VC e AAS + DMH apresentaram uma 
diminuição significativa no consumo de líquidos em relação aos do 
grupo CN (Tabela 1). Nos grupos expostos à DMH, principalmente no 
CP que não recebeu nenhum tratamento de intervenção, essa diminuição 
pode ser atribuída à alta sensibilidade que camundongo Balb-c têm em 
relação à DMH, como demonstrado no estudo de Suzuki et al. (2006). 
Em contrapartida, no estudo de Lima et al. (2005) com ratos Wistar 
submetidos á  indução química do CCR com a DMH essa diminuição 
não foi observada, porém os ratos Wistar são mais resistes à indução 
química, sendo mais indicados em modelos de inoculação de células 
tumorais que são utilizados para avaliar o potencial metastático do CCR. 
(Lafreniere e Rosenberg, 1986; Casillas et al., 1997). Nos grupos que 
receberam AAS, a diminuição do consumo de líquidos pode estar 
relacionada também com o gosto do AAS, pois o mesmo foi diluído na 
água e colocado nas garrafas. 
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A ingestão diária de VC ou AAS estimada por animal foi de 
0,15mg e 6mg/kg, respectivamente. No final do experimento foram 
quantificados os níveis de VC ou AAS no plasma dos animais através da 
CLAE (Tabela 2), para verificar a efetividade da ingestão dos 
compostos. Os grupos tratados com VC e AAS não apresentaram 
diferença significativa nas concentrações plasmáticas de VC em relação 
ao grupo controle. Após a análise dos resultados, foram avaliados pela 
CLAE o tempo de retenção e o perfil cromatográfico das soluções 
padrão de VC e AAS, isoladas e combinadas, os resultados mostraram 
que o AAS possui um tempo de degradação menor do que a VC, e 
quando combinados, o AAS acelera o tempo de degradação da VC, além 
disso, apareceram outros picos de tempos de retenção, indicando que os 
dois compostos ao reagirem formam outras substâncias. Essa pode ser a 
hipótese do porque as concentrações plasmáticas de VC não 
apresentaram diferença significativa do controle nos grupos tratados 
com VC e AAS. 
A VC e o AAS são apontados pela literatura como possíveis 
agentes quimiopreventivos (Ullah et al., 2012; Rothwell et al., 2012), os 
seus mecanismos de ação contra o desenvolvimento do câncer, estão 
relacionados principalmente com o estresse oxidativo oriundo do 
processo da carcinogênese, pois ambos possuem ação antioxidante 
(Aruoma e Halliwell, 1988; Padayatty et al., 2003). Assim como outros 
tipos de câncer, o CCR humano está intimamente relacionado com o 
estresse oxidativo (Perše, 2013).  
Do mesmo modo que o CCR humano, o CCR induzido em 
animais também está relacionado com o estresse oxidativo. Durante a 
metabolização da DMH, são gerados ERO, como o peróxido hidrogênio 
e o radical hidroxila (Sengottuvelan, 2006), essas ERO podem 
desempenhar um papel importante em todas as fases da carcinogênese, 
isto é, nos estágios de iniciação, promoção e progressão (Valko, 2006). 
 No presente estudo, níveis aumentados de DCF foram 
observados no cólon dos animais que receberam somente DMH (Figura 
9), demostrando que o processo carcinogênico induz a produção de 
oxidantes celulares que podem lesionar as macromoléculas. De acordo 
com Swenberg et al. (1979), a DMH é um agente alquilante que induz a 
metilação de bases púricas, gerando adutos de DNA, como a O6-
metilguanina, porém durante a sua metabolização são gerados radicais 
livres (Swenberg et al.,1979; Sengottuvelan, 2006). Resultados 
semelhantes foram encontrados no estudo de Waly et al. (2014), no qual 
avaliaram a produção de DCF no cólon de ratos Sprague Dawley 
submetidos ao protocolo de indução química do CCR com AOM. O 
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grupo que recebeu somente AOM também apresentou um aumento 
significativo na produção de DCF. Assim como a DMH, o AOM precisa 
ser metabolizado, gerando também radicais livres que podem danificam 
as células do cólon (Al-Numair, 2011).  
A redução dos níveis de DCF pela VC pode estar relacionada 
com a sua capacidade de aumentar a atividade oxidante do citocromo 
P450, atuando como um doador de elétrons para o citocromo b5 
oxidoredutase ou para a formação de radicais hidroxila (Ginter et al., 
1983). E a redução dos níveis de DCF pelo AAS, pode estar relacionada 
com a capacidade de sequestrar o radical hidroxila (Aruoma e Halliwell, 
1988). 
Ainda referente à produção de oxidantes celulares, o presente 
estudo apontou um aumento nos níveis de nitrato no cólon dos animais 
expostos somente à DMH, sugerindo maior síntese de NO. Tan et al. 
(2015), também observaram altas concentrações de NO no cólon de 
ratos Sprague Dawley submetidos ao protocolo de indução química do 
CCR com AOM. O NO é produzido durante a transcrição e a tradução 
da proteína Óxido Nítrico Sintase (INOS) (Hickey et al., 2001). Quando 
o NO está em excesso pode diminuir as enzimas de reparo do DNA e 
inibir a apoptose através da nitrosilação das enzimas caspases (Rao, 
2004).  
A diminuição dos níveis de nitrato no grupo que recebeu VC e 
DMH pode ser atribuída à capacidade da VC de ativar os genes 
envolvidos no sistema de reparo do DNA, modulando os níveis de danos 
no DNA nas células expostas a ERO in vivo e in vitro (Arrigoni e Tullio, 
2002; Valko et al., 2006), uma vez que a DMH aumenta os níveis de 
nitrato que consequentemente diminui a atividade das enzimas de reparo 
do DNA. Em contrapartida, a diminuição dos níveis de nitrato no grupo 
AAS e DMH pode estar relacionada com o aumento da apoptose nas 
células malignas, possivelmente porque há uma interação complexa 
entre o AAS e os genes de reparo do DNA através da via Wnt/β-
catenina (Borthwick et al., 2006).Com relação às defesas antioxidantes, 
podemos observar no presente estudo, um aumento significativo na 
atividade da SOD (Figura 13) no cólon dos animais expostos à DMH. 
Esse aumento na atividade da SOD está associado à dismutação do O2•, 
gerando o H2O2 (Neelwarne, 2012), fato observado pelo aumento do 
DCF. Corrobrando com os nossos resultados, Al-Henhena et al. (2014), 
também observaram um aumento na atividade da SOD no cólon de ratos 
submetidos ao protocolo de indução química do CCR com AOM. Assim 
como a VC e o AAS reduziram os níveis de DCF, reduziram também a 
atividade da SOD, pois a VC reduz as ERO intracelulares (Han et al., 
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2007; Antonio-Garcia e Massó-Gonzalez, 2008; Chang et al., 2012) e o 
AAS tem a capacidade de sequestrar o radical hidroxila (Aruoma e 
Halliwell, 1988). 
Na análise da atividade da CAT (Figura 14), o grupo CP não 
apresentou diferença significativa em relação ao CN, ou seja, a atividade 
da CAT permaneceu baixa no grupo que recebeu somente DMH, porém 
os grupos que receberam AAS ou VC + AAS e foram expostos à DMH, 
apresentaram um aumento significativo na atividade da CAT. 
Concordando com os nossos resultados, Al-Henhena et al. (2015) 
também observaram que a atividade da CAT no cólon de ratos 
submetidos ao protocolo de indução química do CCR com AOM, se 
manteve nos mesmos níveis do grupo controle. No entanto, quando 
esses animais foram expostos ao AOM e tratados com o extrato de 
Strobilanthes crispus a atividade da CAT aumentou.  
O aumento ou a diminuição da atividade da CAT pode estar 
relacionada com a fase tumoral, ou seja, com a etapa da carcinogênese 
em que indivíduo se encontra (Ho et al., 2006). No estudo de Dursun et 
al. (2006), realizado com um grupo de pacientes com CCR, o aumento 
da atividade da CAT foi relacionado com o estágio de desenvolvimento 
tumoral (Satomi et al., 1995; Stanczyk et al., 2005). No presente estudo, 
o tempo de exposição à DMH não foi suficiente para o desenvolvimento 
de tumores, apenas de criptas aberrantes (lesões pré neoplásicas). 
Nos grupos tratados com AAS, houve um aumento significativo 
na atividade da CAT. Corroborando com os nossos resultados Kanwar et 
al. (2007), também observaram um aumento na atividade da CAT no 
cólon de ratos Sprague Dawleysubmetidos ao protocolo de indução 
química do CCR com a DMH e suplementados com o AAS e com o 
Celecoxibe, nos estágios iniciais do CCR há um aumento do estresse 
oxidativo no tecido e a ação quimiopreventiva dos AINEs pode ser 
atribuída aos seus efeitos indiretos na reposição da atividades de 
enzimas antioxidantes (Kanwar et al., 2007). 
Na avaliação dos níveis de GSH (Figura 15), os grupos que 
foram expostos à DMH, apresentaram uma redução significativa do 
conteúdo de GSH em relação ao grupo CN. Resultados semelhantes 
foram encontrados no estudo de Vinothkumar et al. (2014), no qual os 
níveis de GSH também diminuíram no cólon de ratos Wistarsubmetidos 
ao protocolo de indução química do CCR com DMH. A GSH é um 
componente crucial do mecanismo de defesa antioxidante, funcionando 
como um eliminador direto de radicais livres (Romão et al., 2006). 
Além disso, a GSH participa predominantemente na desintoxicação de 
xenobióticos e carcinógenos, protegendo as células e os órgãos contra a 
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toxicidade induzida por esses compostos (Gopalan et al., 1992). A 
diminuição dos níveis de GSH no cólon dos animais expostos à DMH 
pode ser atribuída à sua participação direta na desintoxicação do 
organismo contra a DMH.  
O aumento da produção de oxidantes e a redução dos 
antioxidantes promovem danos oxidativos nas células. Os resultados do 
presente estudo mostraram que a DMH causou altos níveis de 
carbonilação de proteínas (Figura 11) e uma diminuição do conteúdo de 
sulfidrilas (Figura 12) no cólon dos animais. Corroborando com os 
nossos resultados Pandurangan et al. (2012), também observaram altos 
níveis de carbonilação de proteínas no cólon de camundongos Balb-c 
submetidos ao protocolo de indução química do CCR com o AOM.  
A carbonilação é uma modificação irreversível, não enzimática, 
das proteínas. Os grupos carbonila são introduzidos nas proteínas por 
várias vias oxidativas (Dalle-Donne et al., 2003; Stadtman e Levine, 
2005). E como citado anteriormente, a metabolização da DMH gera 
radicais livres, aumentado assim o estresse oxidativo e 
consequentemente a carbonilação das proteínas (Swenberg et al.,1979; 
Sengottuvelan, 2006). Por outro lado, a VC e o AAS possuem ação 
antioxidante (Aruoma e Halliwell, 1988; Padayatty et al., 2003), 
diminuindo o estresse oxidativo e a carbonilação de proteínas. 
Em relação à diminuição do conteúdo de sulfidrilas, resultados 
semelhantes foram encontrados no estudo de Park et al. (2014), no qual  
avaliaram os grupamentos tióis, como GSH, cisteína e seus respectivos 
dissulfetos, através da CLAE-UV no intestino de camundongos A/J 
submetidos ao protocolo de indução química do CCR com AOM. Os 
grupos que foram expostos ao AOM também apresentaram uma 
diminuição do conteúdo de sulfidrilas. A diminuição do conteúdo de 
sulfidrilas causada pela DMH ou AOM, pode ser atribuída à 
vulnerabilidade que os grupamentos tióis têm em relação a agentes 
alquilantes, pois são sucetíveis à alquilação por eletrófilos e a oxidação 
por agentes pró-oxidantes (Casini et al., 1987; Pascoe e Reed, 1989). 
Nos resultados de danos ao DNA, a DMH apresentou efeitos 
genotóxicos em ambos os tecidos avaliados, sanguíneo e o hepático, 
através do Ensaio Cometa. Resultados semelhantes foram encontrados 
em outros estudos, como por exemplo, o de Bazo et al. (2002), no qual a 
DMH foi genotóxica nas células sanguíneas de ratos Wistar e no estudo 
de McNamee e Bellier (2015), no qual a DMH apresentou ação 
genotóxica nas células hepáticas de ratos Sprague Dawley. A ação 
genotóxica da DMH é consequência da sua metabolização, que ocorre 
diretamente no fígado pelas enzimas CYP2E1 conjugadas com o ácido 
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glucurônico. Durante esse processo são formados azometano, AOM e o 
MAM, este último é capaz de metilar o DNA, sendo transportado pela 
corrente sanguínea ou pela bile até o intestino (Cheeseman e Slater, 
1993).  
Para testar o possível efeito antigenotóxico da VC e do AAS, 
inicialmente foi avaliado se estes compostos poderiam danificar a 
molécula de DNA. Neste sentido, observou-se que a VC e o AAS 
isoladamente ou de forma combinada não apresentaram ação genotóxica 
no estudo, fato observado em ambos os tecidos analisados sangue e 
fígado. Resultados similares sobre a VC também foram encontrados no 
estudo de Nishi et al. (2010) nas células de sangue e fígado de ratos 
Wistar e, da mesma forma, Pawar et al. (2009) não observaram ação 
genotóxica do AAS em células da medula óssea de camundos Swiss.   
Os resultados mostraram que o grupo exposto a DMH tratado 
com VC não apresentou redução significativa dos danos ao DNA nas 
células sanguíneas (Figura 16). Uma hipótese para este resultado é 
proposta por Augusto et al. (1985) em estudo que sugere que durante o 
transporte do último metabólito da DMH (MAM) pela corrente 
sanguínea até o intestino, além das ERO, são gerados também radicais 
metila intermediários, através da catalise do MAM pelas hemoglobinas. 
Esses radicais, por sua vez, danificam a molécula de DNA. 
Corroborando com os presentes resultados, Reynolds et al. (2012) 
avaliaram a anticitotoxicidade da VC na linhagem de células epiteliais 
pulmonares (H460) expostas ao Cromo. Os resultados mostraram que a 
VC não diminuiu a citotoxicidade causada pelo radical O6-metil-
desoxiguanosina. A metilação na posição O6 da guanina é a principal 
lesão pro-mutagênica produzida pelo metabólito MAM (Delker et al., 
1998).   
Diante disso, a VC não conseguiu reverter os danos das células 
sanguíneas causados pela DMH, possivelmente porque a maior parte 
desses danos está relacionados com radicais metila, e a VC age como 
um antioxidante doador de elétrons que neutraliza ERO e ERN (Levin, 
1986). De fato, os resultados do Ensaio Cometa com FPG, técnica que 
detecta dano oxidativon as bases purínicas, mostraram sugerindo sua 
ação antioxidante. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo 
de Bazo et al. (2002), no qual analisaram a ação do própolis nas células 
sanguíneas de ratos Wistar expostos à DMH. Os resultados mostraram 
que o própolis não conseguiu reduzir os danos, pois assim como a VC, o 
própolis possui ação antioxidante (Mendonça et al., 2015). 
Nas células do fígado, a VC conseguiu reverter os danos no 
DNA causados pela DMH, fato observado nas duas versões do EC 
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(Figuras 17 e 19). Além de formar os radicais metila, a DMH também 
produz, ao logo da sua metabolização no fígado, radicais livres que 
podem estar relacionados com a enzimas CYP2E1, que aumentam o 
estresse oxidativo pela formação de H2O2 e O2˚. Na presença de íons 
metálicos, como o Fe2+, o H2O2 pode reagir com oxigênio e convertê-lo 
em um radical mais reativo, o OH que pode danificar a molécula de 
DNA (Cheeseman e Slater, 1993).  
Em ambos os tecidos, sangue e fígado, e nas duas versões do 
EC, foi observado uma redução significativa de danos no DNA no grupo 
AAS + DMH em relação ao grupo CP. Corroborando com os presentes 
achados, alguns estudos apontam a ação antigenotóxica do AAS como, 
por exemplo, no estudo de Niikawa et al. (2001), onde o AAS reduziu a 
frequência de micronúcleos no DNA das células sanguíneas e da medula 
óssea de camundongos Swiss expostos a MMC (Mitomicina C). Da 
mesma forma, Niikawa et al. (2008) também observaram a ação 
antigenotóxica do AAS contra os danos no DNA causados pela MMC, 
nas células de fígado, pulmão, rim, baço, medula óssea e cólon de 
camundongos ICR. A ação antigenotóxica do AAS pode ser atribuída a 
sua capacidade de sequestrar os radicais hidroxila (Aruoma e Halliwell, 
1988). Além disso, a combinação dos compostos VC e AAS também foi 
antigenotóxica no presente estudo, fato observado no grupo VC e AAS 
+ DMH, o qual reduziu os danos no DNA nas células do sangue e 
fígado.  
No teste de criptas aberrantes (Tabela 5), a DMH apresentou 
um comportamento carcinogênico, pois aumentou significativamente o 
número de CA e FCA quando comparada com o grupo CN. Resultados 
semelhantes foram encontrados no estudo de Agner et al. (2005), no 
qual a DMH também aumentou o número de CA e de FCA no cólon de 
ratos Wistar em relação ao grupo controle. 
No presente estudo, a VC apresentou um efeito 
anticarcinogênico, pois reduziu significativamente o número de FCA e 
de CA. Corroborando com os presentes resultados Christudoss et al. 
(2013) observaram que 87,5% dos ratos Wistar tratados com VC e 
submetidos ao modelo de indução química do CCR com DMH 
apresentaram a histologia do cólon normal quando comparados com o 
grupo que só recebeu DMH. No entanto, não há estudos semelhantes 
que avaliaram a ação anticarcinogênica da VC no desenvolvimento de 
FCA e de CA causados pela DMH em modelo animal. 
São crescentes as evidências na literatura sobre os efeitos 
benéficos da VC em vários tipos de câncer, pois ela desempenha um 
papel importante nas células, mantendo a proporção de oxidação-
48 
 
redução adequada devido a sua função de neutralização das ERO e das 
ERN formadas no curso do metabolismo celular ou na transformação 
oncogênica (Behrend et al., 2003). Além disso, a VC está disponível na 
sua forma reduzida ou na sua forma oxidada, podendo atuar em 
condições fisiológicas como antioxidante ou pró-oxidante. Neste 
contexto, no estudo de Mamede et al. (2012) a VC apresentou um efeito 
antiproliferativo e citotóxico in vitro na linhagem celular de 
adenocarcinoma colorretal humano (WiDr), e in vivo, nos camundongos 
Balb-c enxertados com as células WiDr o tratamento com VC 
apresentou uma redução na taxa de crescimento tumoral. 
O AAS também apresentou um efeito anticarcinogênico, pois 
reduziu significativamente o número de FCA e CA. Um efeito 
semelhante foi encontrado por Barnes et al. (1996), que observaram 
redução do número de CA causados pela DMH no cólon de ratos 
Sprague Dawley. No estudo de Christudoss et al. (2013), o mesmo 
resultado dos animais tratados com VC foi observado nos animais 
tratados com AAS, ou seja, 87,5% dos animais que receberam AAS 
apresentaram a histologia do cólon normal quando comparados com o 
grupo que só recebeu DMH. Além da VC e do AAS, os autores 
observaram a ação do Zinco, que reduziu 100% a formação das lesões 
malignas no cólon.  
Além da sua ação antioxidante, como citado anteriormente, o 
AAS é um inibidor irreversível da COX-2, reduz a proliferação de 
células cancerígenas e induz apoptose celular (Sano et al., 1995; 
Fosslien, 2000; Ashktorab et al., 2005; Elwood et al., 2009). Em 
animais, o AAS suprime a formação de FCA no cólon, induzidos pela 
DMH (Mereto et al., 1994), resultado observado também no presente 
estudo.  
Assim como na antigenotoxicidade, a combinação dos 
compostos, VC e AAS, também obteve sucesso na 
anticarcinogênicidade, fato observado pela redução do número de CA e 
de FCA no cólon. Porém esses efeitos antigenotóxicos e 
anticarcinogênicos da combinação da VC e do AAS precisam ser 
investigados, pois como já foi citado anteriormente, os dois ao reagirem 
formam novas substâncias, e podem ser essas substâncias que estejam 
causando os efeitos benéficos. 
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6 CONCLUSÃO 
 
Este foi o primeiro estudo que avaliou os possíveis efeitos 
antigenotóxicos da VC e do AAS, de forma isolada e combinada, contra 
os danos ao DNA causados pela DHM, bem como, a quimioprevenção 
desses compostos combinados no modelo animal de CCR. 
O presente estudo forneceu evidências de que a VC isolada foi 
capaz de reverter apenas os danos oxidativos gerados pela 
metabolização da DMH. Já o AAS isolado ou os dois compostos 
combinados foram antigenotóxicos contra todos os tipos de danos 
causados pela DHM. Além disso, os compostos (isolados e combinados) 
apresentaram um comportamento quimioreventivo no desenvolvimento 
do CCR em modelo animal de indução química com a DMH. 
O modelo animal de indução química do CCR com a DMH 
mimetiza as etapas biológicas do desenvolvimento do câncer esporádico 
que acomete os seres humanos, sendo de grande importância estudos 
sobre a quimioprevenção do CCR.  
Em suma, os resultados mostraram os efeitos quimiopreventivos 
da VC e do AAS no desenvolvimento da carcinogênese colorretal, 
sugerindo que esses compostos podem no futuro ser utilizados na 
prevenção primária do CCR em humanos. No entanto, mais estudos para 
avaliar melhor os mecanismos de ação da VC e do AAS, isoladamente 
ou de forma combinada, na carcinogênese colorretal são necessários.  
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7 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS 
 
7.1 LIMITAÇÕES 
 
No decorrer do presente estudo, surgiram algumas limitações, 
como, na realização do Ensaio Cometa nas células de cólon e na análise 
plasmática do AAS pela CLAE. No primeiro caso, a dificuldade está 
relacionada com a dissociação das células da mucosa do cólon, pois 
existem diferentes protocolos na literatura, alguns já foram testados, 
porém sem sucesso. As amostras de cólon estão armazenadas no freezer 
(-80) e novos testes serão realizados a fim de concluir esta etapa com 
êxito, pois esses resultados são de grande importância para o trabalho. 
Em relação, a análise plasmática do AAS pela CLAE, o tempo 
de retenção da substância que foi detectada no plasma dos animais não 
condiz com o tempo de retenção do AAS, logo chegou-se a conclusão 
que essa substância pode ser um dos metabólitos do AAS, pois quando o 
mesmo entra no organismo é rapidamente hidrolisado, gerando os 
seguintes metabólitos em sequência, ácido salicílico, ácido salicilúrico, 
ácido gentísurico e o ácido 2,3-hidroxibenzóico (Hall e James, 1980; 
Hutt et al., 1986; Grootvelt e Halliwell, 1988). A partir disso, decidiu-se 
avaliar os metabólitos do AAS, o primeiro o ácido salicílico já foi 
analisado, porém o tempo de retenção do mesmo também não coincidiu 
com o tempo de retenção da substância detectada nas amostras. Desta 
forma, a análise ainda está em andamento. 
 
7.2 PERSPECTIVAS 
 
As perspectivas para a finalização do presente estudo atribuem-
se a conclusão das demais análises, como citado anteriormente, o Ensaio 
Cometa nas células do cólon e as concentrações plasmáticas dos 
metabólitos do AAS, além disso, estão na fase final as análises 
histológicas, por HE e Alcian Blue e as Imunohistoquímicas, para 
avaliar os marcadores β-catenina e KI67. 
Pretendemos também avaliar a imunodetecção das proteínas 
relacionadas com o CCR em animais, como a COX-2, Prostaglandina 
E2 (PGE-2) e a INOS por meio da técnica de Western Blotting. Analisar 
a expressão dos genes K-ras e β-catenina, os responsáveis pela 
carcinogênese colorretal em modelo animal, através da Reação em 
cadeia da polimerase em tempo real. E identificar as possíveis 
substâncias que foram formadas na reação entre o AAS e a VC. 
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